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Title of work: The Role of Furosemide on Intrinsic Optical Signals in 
Hippocampal slices
Cíl práce: Zjistit, jak furosemid ovlivňuje vnitřní optické signály u potkaního 
hipokampu.
Metoda: Měření IOS na řezech hipokampu při elektrostimulaci DG. Detekce 
změny IOS při aplikaci furosemidu.
Výsledky: Vnitřní optické signály jsou závislé na aktivaci tkáně a vykazují 
regionální rozdíly v různých hipokampálních vrstvách. Použitá koncentrace 
furosemidu zvyšuje optickou odpověď tkáně.
Závěr: Fyziologické procesy v nervové tkáni jsou spojeny se změnami jejích 
optických vlastností. Furosemid v naší práci zvýšil vnitřní optické signály. 
Změna byla výraznější v dendritické oproti pyramidové vrstvě CA3.
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1. Úvod
Širším tématem této práce jsou vnitřní optické signály mozku. Optickým signálem tkáně 
rozumíme takovou změnu fyzikálních vlastností, kterou můžeme detekovat jako změnu 
světelného záření. Pro neurovědy jsou tyto signály významné tím, že se pojí s řadou 
fyziologických i patofyziologických procesů v nervové tkáni a daly by se tedy využít pro 
zobrazování probíhajících neuronálních funkcí.
Cílem první části práce bude seznámení s problematikou podkladu a vzniku optických 
signálů, možnostmi jejich měření a nástin současného stadia poznání v tomto směru. Tato 
teoretická východiska budou úvodem do našeho výzkumu, pro který jsme stanovili následující 
hypotézy: a) při stimulaci nervové tkáně dochází ke zvýšení vnitřních optických signálů; b) 
aplikace furosemidu sníží změnu IOS; c) změna transmitance je závislá na anatomické 
struktuře a lokalizaci zvolené zóny měření.
Výsledky experimentu budou následně v diskusní části práce posouzeny ve vztahu k 
uvedeným teoretickým poznatkům a použitým metodám.
2. Teoretická východiska
2.1 Nervová tkáň
Existuje široké množství druhů mozkových buněk. V polovině 19. století objevil německý 
anatom Rudolf Virchow, že je můžeme rozdělit do dvou skupin – skupinu neuronů, a 
mnohem početnější skupinu buněk, jež obklopují neurony a vyplňují místo mezi nimi. 
Virchow nazval tuto druhou kategorii neuroglií. (49)
Dříve se na gliové buňky pohlíželo jako na druh pojivové tkáně centrálního nervového 
systému, jejíž hlavní funkcí je podpora neuronů, které byly považovány za jediné skutečně 
funkční buňky mozku. Tento pevně zavedený koncept zůstal prakticky nezpochybněn po větší
část století. Avšak gliové buňky nejsou ani pojivovou tkání, ani pouze podpůrnými buňkami. 
Na rozdíl od dřívějšího přesvědčení jsou dnes uznávány jako těsní spojenci neuronů pro 
prakticky všechny mozkové funkce a je známo, že se aktivně podílejí také na 
patofyziologických procesech v dysfunkčním nebo porušeném mozku. (44)
2.1.1 Neuron
Neuron (nervová buňka) je základní jednotkou nervového systému. V síťovém uspořádání 
umožňují lidskému tělu paměť, emoce a abstraktní myšlení, stejně tak jako základní reflexy. 
Mozek člověka obsahuje přibližně sto miliard neuronů, jež přenášejí, zpracovávají a 
uchovávají informace (41)
Neurony mohou mít nejrůznější tvar i velikost. Nicméně typický neuron obratlovců tvoří čtyři 
hlavní části: buněčné tělo, dendrity, axon a synaptická zakončení. (41)
Obr. 2.1: Motorický neuron s myelinizovaným axonem.
2.1.1.1 Buněčné tělo
Buněčné tělo (soma) je částí neuronu, která se nejvíce podobá ostatním buňkám. Celý neuron 
je, tak jako kterákoliv jiná buňka, obklopen plazmatickou membránou. Plazmatická 
membrána je tvořena dvouvrstvou fosfolipidových molekul a funguje jako bariéra, jež 
zabraňuje, aby se obsah buňky volně mísil s vnějším prostředím. Zároveň je také účinným 
izolantem, jenž brání difúzi kladně i záporně nabitých iontů z a do buňky. Prostup iontů 
plazmatickou membránou je řízen specializovanými proteiny na jejím povrchu a umožňuje 
přenos nervového vzruchu, jak bude popsáno níže. (49)
Buněčné tělo obsahuje jádro (ve kterém se nachází DNA) a je místem syntézy prakticky všech 
neuronálních proteinů a membrán. Obsahuje také další organely (mitochondrie, hladké a drsné 
endoplazmatické retikulum, Golgiho komplex, lysozomy) a řídí metabolickou aktivitu 
neuronu. (41, 50)
Jelikož je k udržování napětí na membráně (díky iontovým gradientům) zapotřebí značného 
množství energie, bývají neurony zvláště bohaté na mitochondrie. Dále obsahují ribozomy, 
které jsou odpovědné za sekreci a za syntézu proteinů určených k zabudování do membrán. 
Nacházejí se v membránových váčcích drsného endoplazmatického retikula (49)
2.1.1.2 Dendrity
Dendrity se větvovitě rozbíhají z buněčného těla a mají stejnou strukturu neuroplasmy jako 
tělo neuronu. Většinou jsou krátké, větví se v blízkosti neurocytu a nemají myelinovou 
pochvu. Jejich funkcí je příjem vzruchů a jejich přenos směrem k tělu neuronu. Jediný dlouhý 
axon vede vzruch z těla buňky ven. (41)
2.1.1.3 Axony
struktura
Axony jsou nezbytné pro funkci nervového systému, jenž se u člověka skládá z bílé hmoty 
téměř ze 45%. (21)
Téměř všechny neurony mají jeden axon; jeho průměr se pohybuje od mikrometru 
v některých nervech lidského mozku až k milimetru v obřích vláknech u chobotnice. (50)
Ztluštěné místo těla neuronu, kde začíná axon, se nazývá odstupový konus axonu. Většinou 
(ale ne vždy) zůstává před svou terminální částí nerozvětvený, ale v distální partii se může 
větvit. Průměr axonu zůstává víceméně konstantní v celé délce. Jeho struktura je stejně jako u 
dendritů tvořena a udržována cytoskeletem, buněčnou konstrukcí, nacházející se ve všech 
buňkách. (49)
klidový potenciál
Klidový membránový potenciál je vytvářen přispěním všech difuzibilních iontů. Jeho 
udržování se děje především pohybem sodíkových (Na+) a draselných (K+) iontů. 
Koncentrační gradient draselných iontů facilituje jejich pohyb iontovými kanály ven z buňky, 
zatímco elektrický gradient působí v opačném směru. Dochází tedy k vyvážení tendence 
draselných iontů opustit buňku tendencí vstupovat do buňky a v rovnovážném stavu pak 
dochází k přebytku kationtů uvnitř a aniontů ve vnějším prostředí. Tento stav je udržován 
Na+-K+ATPázou, která pumpuje K+ zpět do buňky a udržuje nízkou buněčnou koncentraci 
Na+. Na+-K+ pumpa je též elektrogenní, neboť z buňky odvádí tři Na+ za každé dva K+, které 
do ní přivede, což samo o sobě přispívá k udržení membránového potenciálu. Je třeba 
zdůraznit, že množství iontů, jež vytvářejí membránový potenciál, je nepatrnou částí množství 
celkového a že celkové koncentrace pozitivních i negativních iontů jsou kromě míst kolem 
membrány vyrovnané. (24)
akční potenciál
Funkce axonu je zaměřena na vedení specifického typu elektrického impulsu, nazývaného 
akční potenciál. Ten se šíří axonem z těla buňky směrem k synaptickým zakončením. (44)
Akční potenciál je sled náhlých změn změn napětí, neboli elektrického potenciálu, v průběhu 
plazmatické membrány. Nachází-li se neuron v klidovém (nevybuzeném) stavu, elektrický 
potenciál na membráně axonu má hodnotu kolem -70 mV (vnitřní prostředí negativní oproti 
vnějšímu); velikost tohoto klidového potenciálu je podobná membránovému potenciálu ve 
většině ostatních buněk. (24, 50)
Obr. 2.2: Akční potenciál neuronu měřený pomocí jedné elektrody uvnitř buňky
Pokud se negativita membránového potenciálu sníží oproti klidovému potenciálu, označuje se 
buňka jako depolarizovaná. Při zvětšující se depolarizaci dojde k dosažení kritické síly 
impulzu neboli prahového napětí. Hodnota prahového napětí se různí mezi jednotlivými 
neurony, ale většinou se pohybuje mezi 10-20 mV depolarizace od klidového potenciálu. Nad 
tímto prahem pozorujeme velkou změnu v membránovém potenciálu trvající několik 
milisekund. Membránový potenciál se depolarizuje s vysokou rychlostí. (49)
Depolarizace membrány je následována rychlou repolarizací, která navrací membránový 
potenciál ke klidové hodnotě. Tyto vlastnosti odlišují akční potenciál od jiných typů změn 
v elektrickém potenciálu na plazmatické membráně a umožňují šíření akčního potenciálu 
axonem bez zeslabení. (50)
Změny prostupnosti membrány pro Na+ a K+ ionty v průběhu akčního potenciálu ukazuje 
obrázek 2.3. Při dosažení prahového napětí převýší funkce napětím řízených Na+ kanálů 
draslíkové a další kanály, čímž dojde k rapidnímu zvýšení depolarizace. Rovnovážný 
potenciál pro Na+ je u neuronů savců kolem +60 mV. Membránový potenciál míří k této 
hodnotě, ale během akčního potenciálu jí nedosáhne, a to především proto, že má zvýšená 
propustnost pro Na+ příliš krátké trvání. Na+ kanály se velmi rychle uzavírají (stav vyřazení) a 
zůstávají v tomto stavu několik milisekund, než se vrátí do normálního stavu. Navíc se během 
vysoké depolarizace obrátí elektrický gradient pro Na+ a tím je vstup Na+ do buňky limitován. 
Třetím faktorem je otevření napětím řízených kanálů pro K+, čímž dochází k repolarizaci. 
Jejich otevírání je pomalejší a déle trvající než u Na+ kanálů a většina zvýšení permeability 
pro K+ přichází až po zvýšení propustnosti pro sodné ionty. Pomalý návrat draslíkových 
kanálů také vysvětluje následnou hyperpolarizaci. (24)
Pouze podněty dostatečné síly (významu) vedou v axonu k přenosu informace pomocí 
akčního potenciálu. Další důležitou vlastností akčních potenciálů je jejich charakter „vše nebo 
nic“. Zákon „vše nebo nic“ znamená, že každý podnět, jehož síla je dostatečná k vyvolání 
akčního potenciálu, má za následek vznik akčního potenciálu stejné velikosti, a to bez ohledu 
na velikost síly podnětu. Jinými slovy, pokud už podnět dosáhne prahové hodnoty a způsobí 
vznik akčního potenciálu, amplituda odpovědi už nereflektuje skutečnou velikost amplitudy 
původního podnětu. (49)
Jev pasivního šíření axonem umožňuje přenos akčního potenciálu a informace v rámci 
neuronu na dlouhé vzdálenosti. Akční potenciály se šíří rychle, rychlostí až 100 metrů za 
sekundu. U lidí mohou být některé axony více než metr dlouhé, a přesto trvá přenos akčního 
potenciálu po celé jejich délce jen pár milisekund. Jediný axon v centrálním nervovém
systému se může synapticky pojit s mnoha neurony a vyvolávat v nich odpověď současně.
(50)
Obr. 2-3: Změny ve vodivosti pro Na+ a K+ během akčního potenciálu v axonu 
krakatice. Přerušovaná čára znázorňuje odpovídající akční potenciál.
Axonální transport
Procesu, díky kterému se axonem transportují váčky a další organely z buněčného těla do 
vzdálenějších částí, se říká axonální transport. Bílkoviny, nazývané „molekulární motory“ 
využívají energii uvolněnou hydrolýzou ATP jako hnací sílu k axonálnímu transportu. (49)
Váčky nebo multiproteinové částice jsou přenášeny v průběhu mikrotubulů celým axonem od 
buněčného těla až k terminálnímu zakončení, kde se včleňují do plazmatické membrány a 
dalších organel. Tento proces se označuje jako anterográdní transport. (50)
Bylo zjištěno, že při přerušení axonu nebo znemožnění transportu v něm dojde k přestavbě 
synaptických kontaktů jak tohoto axonu, tak dalších, které inervují stejný cíl. Stejné příčiny 
mohou též vyvolat změny na presynaptických částech kontaktních míst na neuronu, jehož 
axon byl přerušen. (54)
Zdá se tedy, že je udržení normálního synaptického zakončení závislé na podmínkách, které 
dokáže poskytnout pouze nepoškozená postsynaptická buňka. (49)
Axony mnoha neuronů jsou myenilizované, tj. jsou obaleny pochvou z myelinu, což je 
proteinlipidový komplex, jenž obtáčí vlákno axonu. V CNS savců je asi 40% axonů bez obalů 
a ostatní mají myelinovou pochvu většinou z oligodendrocytů, zatímco mimo centrální 
nervový systém je myelin tvořen Schwannovými buňkami. Myelinová pochva obklopuje axon 
po celé délce s výjimkou jeho zakončení a Ranvierových zářezů, což jsou pravidelná zúžení 
pochvy, široká asi 1 µm a vzdálená od sebe 1 mm. Izolační funkce myelinu umožňuje 
vysokorychlostní vedení vzruchu, jemuž se říká saltatorní vedení. Na rozdíl od 
Schwannových buněk, které tvoří myelin mezi dvěma Ranvierovými zářezy na jediném 
neuronu, oligodendrocyty mají několik výběžků, jež utvářejí myelinovou pochvu u několika 
sousedících axonů. U roztroušené sklerózy se v CNS objevuje nepravidelná destrukce 
myelinu a ztráta myelinu vede ke zpomalení nebo blokaci vedení vzruchů na axonech. (24)
2.1.1.4 Synapse
Synapse zpravidla přenášejí vzruchy jen v jednom směru: axonální zakončení presynaptické 
buňky vysílá podněty, které jsou přijaty postsynaptickou buňkou. V určitých synapsích však 
postsynaptický neuron také vysílá signály presynaptickému. Těmito retrográdními podněty 
mohou být plyny, jako oxid dusnatý nebo oxid uhelnatý, nebo peptidové hormony. Tento druh 
komunikace, který ovlivňuje schopnost presynaptických buněk předávat vzruchy 
postsynaptickým, je považován za důležitý v mnoha druzích učení. (50)
Existují dva hlavní druhy synapsí: poměrně vzácná elektrická, a chemická synapse. Obě se ve 
většině nervových systémů vyskytují zároveň.
Elektrické synapse
U tohoto typu synapsí nenacházíme žádné morfologické odlišnosti, které by umožňovaly 
identifikovat pre- a postsynaptickou část. Jelikož se na elektrické synapsi může vzruch 
pohybovat oběma směry, každá buňka může být jednou pre- a jindy postsynaptickou. 
Elektrické synapse jsou charakteristické oblastí velmi těsného kontaktu membrán pre- a 
postsynaptických buněk. Mezi jejich membránami se nachází „gap junction“ – štěrbinovité 
spojení. (49)
Chemické synapse
U těchto synapsí obsahuje terminální zakončení axonu presynaptické buňky váčky naplněné 
určitým neurotransmiterem. Postsynaptickou částí může být dendrit nebo buněčné tělo jiného 
neuronu, sval, žlaznatá buňka, nebo výjimečně i jiný axon. Když akční potenciál 
presynaptické buňky dosáhne terminálního zakončení axonu, způsobí místní vzestup hladiny 
Ca2+ v cytoplazmě. Následně se některé z váčků včlení do plazmatické membrány a uvolní 
svůj obsah do synaptické štěrbiny. Neurotransmiter se rozšíří synaptickou štěrbinou; trvá asi 
0,5 milisekund, než se naváže na receptory postsynaptické buňky. Navázání neurotransmiteru 
způsobí změnu propustnosti postsynaptické plazmatické membrány pro ionty a tím způsobí 
změnu elektrického potenciálu. Pokud je postsynaptickou buňkou neuron, může být tato 
změna dostatečná k vyvolání akčního potenciálu. Jde-li o postsynaptickou buňku svalovou, 
změna membránového potenciálu může indukovat kontrakci; u žlaznaté buňky pak může dojít 
k sekreci hormonu. (50)
2.1.1.5 Receptory a neurotransmitery
Receptory
Membránový receptor je glykoprotein umístěný na cytoplazmatické membráně, který se 
aktivuje specifickými molekulami (ligandy) a spouští příslušnou buněčnou odezvu. Tou může 
být aktivace iontového kanálu nebo enzymů, což v důsledku způsobí změnu membránového 
potenciálu. Můžeme je rozdělit na receptory ionotropní a metabotropní. Ionotropní receptory 
změní po navázání neurotransmiteru sestavu podjednotek iontového kanálu z klidového 
konformačního stavu na aktivovaný a tím otevře kanál pro ionty. Metabotropní receptory jsou 
pomalejší, vázané na G-proteiny. (87)
Látky, schopné navázání na stejné vazebné místo jako příslušný neurotransmiter a 
vyvolávající obdobnou reakci kanálu se označují jako agonisté, látky které při navázání na 
stejný receptor blokují jeho funkci jsou antagonisty. Kompetitivní antagonisté jsou pak látky, 
jež se vážnou na stejná receptorová místa jako agonisté, ale jejich vazba nevede ke změně 
konfigurace kanálu a jeho otevření; nekompetitivní antagonisté se naproti tomu vážou na jiná 
místa proteinového komplexu, ale také snižuí pravděpodobnost otevření kanálu po vazbě 
specifického agonisty. (72)
Mezi ionotropní receptory které reagují s extracelulárními ligandy patří
- acetylcholinový receptor nikotinového typu (nAChR)
- glycinový receptor (GlyR)
- GABA receptory (GABAA, GABAB, GABAC)
- glutamátové receptory
o NMDA (N-metyl-d-aspartát) receptory
o AMPA (aminopropionová kyselina) receptory 
o kainátové receptory
- 5-HT3 receptory (typ serotoninového receptoru)
- P2X receptory
a každá ze skupin se dále dělí na řadu podtypů. Glutamátový, nAChR, 5-HT3 a a P2X receptor 
jsou propustné pro kationty a zapříčiňují postsynaptickou excitaci, zatímco glycinový a 
GABA receptor jsou propustné pro anionty (Cl-) a zprostředkovávají inhibiční funkci. 
V hipokampu jsou nejvýznamější glutamátové a GABA receptory. (72)
Neurotransmitery a neuromodulátory
Neurotransmitery (mediátory, neuropřenašeče) zajišťují přenos nervového vzruchu z neuronu 
na neuron, tedy jsou prostředkem přeměny elektrického signálu na chemický a zpět na 
elektrický. Mají relativně jednoduchou chemickou strukturu a malou molekulovou hmotnost. 
Neuromodulátory jsou látky, které modifikují účinek neurotransmiteru tak, že zvyšují nebo 
snižují jeho efekt. (18, 61)
Patočka (2002) uvádí pro identifikaci neuroaktivní látky jako neuromediátoru následující 
kritéria:
- Musí být přítomna ve vysokých koncentracích v presynaptických nervových 
zakončeních.
- Musí být syntetizována v presynaptickém neuronu.
- Musí být skladována ve vhodné depotní formě.
- Musí být při depolarizaci membrány uvolňována z neuronu v dostatečném množství a 
musí existovat mechanizmus pro ukončení jejího účinku.
- Musí i při exogenní aplikaci vyvolávat fyziologické účinky, odpovídající normální 
synaptické transmisi.
- Musí existovat specifické receptory, na něž se chemická látka váže a musí vyvolat 
fyziologickou odezvu. (61)
S objevováním nových neurotransmiterů se však od této definice upouští, neboť například 
signální molekuly NO a CO nejsou ani skladovány v synaptických váčcích, ani nejsou 
uvolňovány exocytózou a nepůsobí ani na klasických postsynaptických receptorech. (10)
Z chemického hlediska dělíme neurotransmitery na
- acetylcholin
- monoaminy (kam patří katecholaminy – dopamin, noradrenalin, adrenalin a 
indolalkylaminy (serotonin)
- aminokyseliny (glutamát, GABA, glycin)
Ty jsou syntetizovány v nervových zakončení. Peptidové neuromediátory jsou naproti tomu 
syntetizovány v buněčném těle neuronu. (87, 61)
Kyselina glutamová (glutamát)
Kyselina glutamová je excitační aminokyselina, která se vyskytuje především v mozkové kůře 
a v mozečku. Odhaduje se, že ji vylučuje asi polovina všech synapsí mozku. Podle agonistů 
schopných vázat se s receptorem byly popsány kainátové, AMPA a NMDA ionotropní 
receptory. Ukončení účinku glutamátu není výsledkem enzymatického odbourání, ale 
zpětným vychytáním do synaptického zakončení. Glutamát hraje důležitou roli v procesech 
učení a paměti, protože aktivace NMDA receptorů je součástí mechanismu dlouhodobé 
potenciace (LTP – long term potentiation). Při aplikaci antagonistů NMDA receptoru se 
blokují obě formy synaptické plasticity. (71, 87)
Kyselina γ-aminomáselná (GABA)
Kyselina γ-aminomáselná je hlavním představitelem inhibičních neurotransmiterů. Otevřením 
Cl- kanálů způsobuje hyperpolarizaci synaptické membrány; podílí se jak na presynaptickém, 
tak i postsynaptickém útlumu. V mozkové kůře je přítomna zvláště v interneuronech. 
Podobně jako glutamát je ze synaptické štěrbiny odstraňována zpětným vychytáváním za 
účasti synaptických zakončení a gliových buněk. (67, 87)
2.1.2 Glie
Z celkového objemu neokortexu tvoří těla (soma) neuronů pouze 8%; 22% se skládá z hmoty 
axonů a dendritů a plných téměř 70% objemu tvoří glie a další prvky. Hlavními typy gliových 
buněk jsou astrocyty, oligodendrocyty, ependymové buňky (všechny jmenované se dají 
zařadit pod pojem makroglie) a mikroglie. Mikroglie jsou nejmenší gliové buňky v CNS, kde 
nemají žádnou přednostní lokalizaci. Díky vysoké pohyblivosti a schopnosti fagocytovat 
slouží jako úklidové buňky. Oligodendrocyty tvoří myelinovou pochvu kolem axonů v CNS. 
Pro naši práci mají největší význam astrocyty, a proto se jim budeme věnovat podrobněji. (69, 
70)
2.1.2.1 Astrocyty
Souhrnně jsou tyto buňky označovány jako astroglie a za své označení vděčí typicky 
hvězdicovitému tvaru. Jsou největšími a nejpočetnějšími buňkami CNS a podílí se spolu 
s neurony na synaptickém přenosu, tvorbě nových synapsí a dynamické kontrole lokálního 
krevního průtoku. Podle tvaru se rozlišují plazmatické a vláknité astrocyty. (12, 62)
Soma astrocytů je v porovnání s neurony většinou chudší na buněčné organely; přímo z těl 
buněk pak vychází množství dlouhých výběžků, které mohou nasedat na bazální vrstvy CNS, 
obalovat nervové synapse, nebo se pojit s dalšími buňkami. Často slouží jako transportní 
systém mezi oběhovým systémem a mozkovými buňkami; například glukóza přestupuje 
z vlásečnic do nasedajících astrocytů, které ji částečně metabolizují a následně předávají 
neuronům. Klinicky jsou gliové buňky významné při tvorbě některých mozkových nádorů a 
při fyziologických i patofyziologických změnách mozkového objemu. Především astrocyty 
reagují výraznými objemovými změnami a jsou tak odpovědné za mozkový edém, a tedy i za 
řadu symptomů při poranění mozku. (12)
V oblasti CA1 potkaního hipokampu, kde je kolem 213 synapsí na 100 μm3 vychází počet 
synapsí, s kterými je v kontaktu jediný astrocyt, na 140 tisíc. Astrocyty se se vzájemně pojí 
pomocí „gap junctions“ (mezerovými spoji), které zajišťují vyrovnávání hladin iontů a patrně 
i dalších molekul. Síť astrocytů se díky tomu označuje za (nepravé) syncitium. (11, 57)
2.1.2.2 Interakce neuronů a astrocytů
Dřívější pojetí astrocytů je považovalo pasivní a podpůrný element, jenž specifickými 
přenašeči (např. GLT-1, transportér glutamátu) odstraňuje uvolněné neurotransmitery, pomocí 
iontových kanálů a přenašečů (např. K+ kanálů, Na+/K+ výměny atd.) udržuje iontové hladiny 
extracelulárního prostředí, dodává energii neuronům a podílí se na hematoencefalické bariéře. 
Bylo však prokázáno, že membrána astrocytů také obsahuje receptory pro neurotransmitery a 
navíc mají tyto buňky samy schopnost neurotransmitery (glutamát, ATP, D-serin aj.) 
uvolňovat, a tak se od konce minulého století od „neurocentrického“ konceptu mozkových 
funkcí ustupuje. (46) 
Aktivace neurotransmiterem sousedního neuronu může u astrocytů vyvolat zvýšení 
intracelulární koncentrace Ca2+, které se vlnovitě šíří na vzdálenost stovek mikrometrů. Šíření 
je ovšem omezeno jen na určitou oblast, z čehož se usuzuje na existenci místního okruhu. 
Využití vln Ca2+ umožňuje astrocytům vzájemnou signalizaci ve vlastní síti bez závislosti na 
neuronech a může tak modulovat neuronální aktivitu v relativně velkém dosahu. (15)
2.1.2.3 Glie a synaptický přenos
Gliové buňky obklopují neurony a synapse v centrálním i periferním nervovém systému a 
často těsně nasedají na synaptickou štěrbinu. Takto těsné strukturální propojení nasvědčuje 
tomu, že existuje fyziologická interakce mezi gliovými buňkami a neurony. Gliové buňky 
skutečně obsahují mnoho receptorů a aktivně reagují na nejrůznější neurotransmitery a 
modulátory. Aktivované gliové buňky postupně uvolňují chemické přenašeče, jež stimulují 
postsynaptické neurony, a modulují uvolňování transmiterů z presynaptických zakončení. (58)
Tyto strukturální a fyziologické interakce naznačují, že jsou gliové buňky při synaptickém 
přenosu aktivním partnerem. Důležitost gliových buněk při funkci synapsí byla vyzdvižena 
zavedením pojmu „tripartitní synapse“, aby se tak zdůraznilo, že třetí element synapse, gliová 
buňka, je nepostradatelnou součástí, ovlivňující funkci synapse stejně jako pre- a 
postsynaptický neuron. (58)
Mezi oligodendrocyty v bílé hmotě u kočky bylo nalezeno jen málo štěrbinových spojení, 
ačkoliv ve spojeních astrocytů s oligodendrocyty se vyskytují v hojném množství. Na základě 
ultrastrukturálních dat se usuzuje, že je komunikace mezi oligodendrocyty usměrňována spoji 
v syncytiu astrocytů. (68)
2.1.2.4 Glie a regulace hladiny K+ iontů
K+ ionty jsou uvolňovány do extracelulárního prostoru jednak během akčního potenciálu, 
jednak při vzniku excitačního postsynaptického potenciálu (EPSP), i při vzniku inhibičního 
postsynaptického potenciálu (IPSP) aktivací GABAB receptoru. Přesun draselných iontů 
z intra- do extracelulárního prostředí a následné zvýšení poměru extra- a intracelulární 
koncentrace K+ může významně ovlivnit nervové funkce. Fyziologicky je zvyšování hladiny 
extraclulárního draslíku kompenzováno několika mechanismy:
- Zpětným vychytáváním do nervových buněk pomocí 3Na/2K pumpy; tento proces při 
obvyklé nízké frekvenci akčních potenciálů téměř postačuje a umožňuje návrat většiny 
uvolněného draslíku do buněk.
- Při vysoké frekvenci výbojů zasahují další procesy. Pokud je vysoký stupeň excitace 
omezen na malý prostor, mohou přebytečné draselné ionty díky koncentračnímu 
gradientu difundovat jednak do vedlejších oblastí kolem hlavního ložiska, jednak do 
oblasti, kde se zvýšenou aktivitou Na-K-ATPázové pumpy snížila koncentrace K+. 
(38)
- Pokud výše zmíněné mechanismy nedokáží hladinu extracelulárního K+ udržet, účastní 
se další regulace gliové buňky, především astrocyty, a to několika procesy. Vstup K+
do gliových buněk může probíhat buď pasivně, v kombinaci s anionty (hlavně Cl-), 
nebo aktivně pomocí gliové Na/K pumpy. Posledním procesem je tzv. prostorové 
pufrování (spatial buffering), které umožňuje díky gliální síti disperzi K+ iontů 
efektivněji než jejich difuze v intersticiu. (74)
Zatímco Na+ a Cl- ionty jsou v extracelulárním prostoru zastoupeny ve vysokých 
koncentracích a pokles jejich hladin při nervové aktivaci je relativně nízký, pro draselné ionty 
platí opak – jejich extracelulární koncentrace v klidu je nízká (2,5 mM) a dochází u ní 
v souvislosti s aktivací k výrazným změnám. Při elektrické stimulaci může vystoupat až 
k hodnotám mezi 10 a 12 mM a v patologických podmínkách (např. při ischemii) i nad tuto 
hladinu. (14)
Funkce pre- i postsynaptické části synapse je ovlivněna membránovým potenciálem, a tedy 
také poměrem extra- a intracelulární koncentrace K+. Zvýšení extracelulárního draslíku vede 
k depolarizaci neuronálních membrán, která má v závislosti na míře depolarizace za následek 
odlišné změny v excitabilitě. Při mírné depolarizaci se excitabilita zvýší, zatímco prudší 
depolarizace má opačný efekt, jelikož inaktivuje některé napěťové iontové kanály, čímž 
zvyšuje práh pro excitaci a v konečném důsledku zcela blokuje excitaci (tzv. depolarizační 
blok). V průběhu zvyšování poměru extra- a intracelulární koncentrace K+ tak zprvu dochází 
ke zvýšení a následně ke snížení excitability. (34, 53)
2.1.3 Regulace objemu
Edém mozku je život ohrožující neurologickou komplikací; omezený lebeční prostor 
způsobuje, že i malé zvýšení objemu významně zvyšuje intrakraniální tlak a vede ke kompresi 
mozkové tkáně i cév. Vazogenní edém je způsoben porušením hematoencefalické bariéry, 
cytotoxický edém vzniká na základě přesunu extracelulární vody do buněk, nemusí se vždy 
pojit s celkovým zvýšením objemu mozku, ale často předchází právě otoku vazogennímu. 
(55)
Hlavními osmoticky aktivními částicemi v buňkách jsou ionty. Změny v buněčném obsahu 
iontů způsobují přestup vody mezi intra- a extracelulárním prostorem a obsah iontů je tak za 
normálních podmínek hlavní determinantou buněčného objemu. Vyrovnání osmotického tlaku 
není okamžité, ale závisí na propustnosti plazmatické membrány pro vodu. Základním 
mechanismem úpravy otoku buněk je proces RVD (regulatory volume decrease, regulační 
snížení objemu). U astrocytů, ho zprostředkovávají draselné a chloridové kanály citlivé na 
objem a specializované kanály – akvaporiny. Jejich obsah na membráně astrocytů je 
významný, zatímco u neuronů nebyla jejich existence zatím prokázána. Tyto nálezy potvrzují 
zjištění, že právě astrocyty tvoří hlavní složku objemově-regulačních mechanismů v mozku.  
(55, 59)
2.2 Hipokampus
Hipokampální formace je společně s amygdalou (dohromady tvoří hlavní osu limbického 
systému) jedním z nejvíce studovaných anatomických regionů mozku. U potkana představuje 
hipokampální formace relativně rozsáhlou strukturou, jejíž povrch je velikostí srovnatelný s 
povrchem celého izokortexu. (4) 
Zakřiveným tvarem může tento párový orgán připomínat mořského koně (odtud 
hippocampus) nebo beraní roh, pročež se oblast CA1-3 označuje dnes jako cornu Ammonis 
(CA). (4, 17)
Hipokampus je tvořen kortexem lokalizovaným na mediální ploše temporálního laloku. 
Skládá se ze tří částí: subiculum, hippocampus proprius a gyrus dentatus (DG); někdy se za 
vlastní hipokampus označují obě struktury CA a DG, v nejširším pojetí zahrnuje hipokampus 
i entorinální komplex (EC). Hippocampus proprius i gyrus dentatus mají trojvrstevný kortex, 
subikulum tvoří přechodnou zónu mezi trojvrstevným a šestivrstevným kortexem laterálního 
temporálního laloku. Uložení znázorňuje obrázek 2.4. (17)
Funkčně je klíčovou komponentou okruhů učení a recentní paměti a bilaterální poškození 
vede k její ztrátě. Atrofie hipokampu také koreluje se snížením výkonů v testech paměti. (27, 
85)
Obr. 2.4: Nákres umístění hipokampu v mozku potkana.
zkratky: HC = hipokampus; fx = fornix; MS = mediální septum; fi = fimbria
2.2.1 Hippocampus proper
Hipokampální formace se v průřezu jeví jako dvě do sebe zapadající kortikální struktury o 
třech vrstvách, zakřivené přibližně do tvaru protisměrných „C“, jak ukazuje obrázek 2.5. 
První z nich je vlastní hipokampus a obsahuje, jak už bylo zmíněno, tři regiony CA1-3 
(nicméně popis oblasti CA2 u potkana není obvyklý), druhé „C“ tvoří gyrus dentatus. (1)
Obr. 2.5: Schematické zobrazení příčného řezu dorzální částí hipokampu.
Obrázek ukazuje rozložení oblastí CA1 a CA3 a gyrus dentatus. Trojúhelníky 
znázorňují pyramidovou vrstvu (CA1 a CA3), kolečka zastupují vrstvu granulárních 
buněk DG. Dále je zde schematicky zobrazeno zapojení trisynaptického okruhu (viz 
dále). Zkratky: EC = entorinální kůra; DG = gyrus dentatus; pp = perforační nervová 
dráha; mf = mechová vlákna; sc = Schafferovy kolaterály; ff = fimbria/fornix. 
Směrem lateromediálním se CA dělí na šest vrstev: alveus, stratum oriens, stratum 
pyramidale, stratum radiatum, stratum lacunosum a stratum moleculare. Alveus je pruh bílé 
hmoty obsahující převážně axony pyramidových buněk, které pak vstupují do fimbrie. 
Pyramidová vrstva je hlavní vrstvou CA; obsahuje pyramidové buňky s typickým 
triangulárním tvarem, přičemž báze pyramidy je obrácena směrem k alveu. Těla těchto buněk 
jsou obklopena hustým plexem vláken vycházejících z košíčkových buněk ve stratum oriens. 
Buňky regionu CA1 mají dvě dendritické oblasti – apikální dendrity jsou hlavní složkou 
hlubšího stratum radiatum, stratum lacunosum a stratum moleculare, bazální dendrity tvoří 
povrchovější stratum oriens. Pyramidové buňky regionu CA3 mají větší buněčná těla a 
zároveň kratší a hustší dendritické sítě. Kolaterály jejich axonů se označují jako Schafferovy a 
procházejí vrstvou stratum radiatum do regionu CA1. V oblasti CA3 se též nachází stratum 
lucidum, velmi tenká vrstva oddělující stratum pyramidale a stratum radiatum. Obsahuje 
mechová vlákna granulárních buněk z DG. Odhadovaný počet buněk v CA1 je přes 300 000 a 
v více než 400 000 v regionu CA3 mozku dospělého potkana. (2, 4, 17)
Pyramidové neurony regionu CA1 mají rozsáhlou síť excitačních vstupů: ke každému z nich 
se sbíhá kolem 5000 axonů pyramidových buněk oblasti CA3 a vytvářejí tzv. „en passant“ 
synapse s jejich dendrity, tj. jejich průběh pokračuje dál skrze stratum radiatum k dendritům 
dalších CA1 pyramidových buněk. (73)
Kromě běžných projekčních buněk obsahuje každá vrstva také různorodou směs interneuronů. 
Většina z nich je GABAergní. Interneurony přijímají vzruchy ze stejných regionů jako hlavní 
buňky dané oblasti, kromě toho dostávají signály od těchto lokálních buněk a zpětně je také 
ovlivňují. Mají význam především pro místní neurální okruhy, ale u některých byla prokázána 
též projekce mimo vlastní region. (4)
2.2.2 Gyrus dentatus
Gyrus dentatus je ve třech vrstvách tvořen více než milionem granulárních buněk a přibližně 
30 000 interneurony. (3)
První vrstvou je vrstva polymorfní (někdy označovaná jako stratum plexiforme), obsahující 
axony granulárních buněk, tj. mechová vlákna, a velké množství interneuronů, především 
mechových a košíčkových buněk. Ve stratum granulosum, hlavní vrstvě DG, se nacházejí 
relativně malá těla (průměr cca 7 μm) granulárních buněk. Poslední vrstva, stratum 
moleculare, obsahuje dendritická větvení granulárních buněk a zakončení axonů 
z entorinálního kortexu. Od vrstvy stejného jména v CA ji odděluje virtuální či zbytkový 
sulcus hippocampalis. Na rozdíl od CA je v DG jen jedna dendritická oblast, jelikož 
granulární buňky nemají apikální a bazální dendrity. (4, 17, 22, 23)
2.2.3 Subiculum
Axony pyramidových buněk vrstvy oblasti CA1 se synapticky napojují na dendrity 
pyramidových buněk subicula, čímž vytvářejí „čtvrtou“ část třísynaptického okruhu. Na 
rozdíl od neuronů regionů CA3 a CA1 nejsou pyramidové buňky subicula uspořádány v jedné 
vrstvě, ale jsou rozptýlenější a vykazují rozdíly mezi hlubšími a povrchovějšími neurony. (45)
Subiculum má řadu elektrofyziologických a funkčních vlastností, které se výrazně odlišují od 
oblastí jeho vstupů. Vzhledem k širokému počtu kortikálních i subkortikálních okrsků, 
s kterými komunikuje, dokáže ovlivňovat aktivitu nejrůznějších mozkových regionů. 
Zákonitosti ovládající plasticitu synaptických přenosů na ose hipokampus-subiculum nejsou 
zcela jasné, stejně tak jako všechny funkční vlastnosti subicula; hraje důležitou, i když zatím 
jen nepřesně definovanou roli v prostorové orientaci, mnemonickém zpracování a kontrole 
stresových odpovědí. (60)
2.2.4 Spoje hipokampu
Tok informací v hipokampu je převážně jednosměrný; fyziologicky hrají hlavní roli 
třísynaptické okruhy či smyčky („trisynaptic loop pathway“). Jediný korový vstup a hlavní 
výstup hipokampální formaci zprostředkovává entorinální kortex, jenž je silně propojen s 
většinou neokortexu (s výjimkou primárních senzorických oblastí). Aferentní vlákna 
(převážně ipsilaterální) entorinální kůry (především vrstvy II) se synapticky napojují na 
granulární buňky v gyrus dentatus a vytvářejí tak tzv. perforační nervovou dráhu. (5, 63, 86).
Mechová vlákna stratum granulosum DG pak směřují pyramidovým buňkám CA3 a ty 
vysílají Schafferovy kolaterály do oblasti CA1. Celé zapojení je excitační, neboť jak 
pyramidové tak granuární buňky jsou glutamatergní. Neurony oblasti CA1 zpětně neprojikují 
do CA3, stejně jako buňky z CA3 zpětně neovlivňují granulární buňky DG. (3, 6)
Původní třísynaptický okruh byl rozšířen, aby obsahoval axony CA1 pyramidových buněk 
projikující do subikula (a zpět do EC) a také pyramidové neurony vrstvy III entorinální kůry, 
synapticky spojené přímo s neurony v obl. CA1 a CA3. Tím se uzavírá kortiko-hipokampo-
kortikální smyčka. (CA3 buňky navíc vysílají vlákna do subikula a EC a rekurentní kolaterály 
k ostatním CA3 neuronům.)  (82, 84, 86)
Většina uvedených synapsí je charakteristická jevem dlouhodobé potenciace (LTP – long 
term potentiation) excitačních postsynaptických potenciálů, což podporuje výrazně vyšší 
plasticitu hipokampálních neuronů. (17, 71)
Existují experimentální důkazy o možnosti tvorby větví dendritů i axonů, o změnách počtu 
dendritických trnů a dalších prvků neuronálních okruhů jako normálního mechanismu 
neuroplasticity v hipokampu. (9, 63)
Hlavní spoje EC s hipokampální formací znázorňuje obrázek 2.6. Dále je hipokampus 
propojen se subkortikálními strukturami, primárně spoji přes fibrii/fornix. (4)
Obr. 2.6: Vnitřní spoje hipokampální formace.
Zkratky: EC = entorinální kortex; DG = gyrus dentatus; CA = cornu Ammonis
2.3 Zobrazovací metody
Zobrazovací metody užívané k mapování mozku můžeme rozdělit na ty, které zobrazují 
strukturu mozkové tkáně, a na metody, které zachycují funkční stav jednotlivých částí mozku. 
Do první skupiny patří především počítačová tomografie mozku (CT) a magnetická rezonance 
(MRI); k funkčně zobrazovacím metodám řadíme např. EEG, jednofotonovou emisní 
tomografii (SPECT), pozitronovou emisní tomografii (PET), protonovou magnetickou 
rezonanční spektroskopii (MRS), funkční magnetickou rezonanci (fMRI) a různé metody 
detekce optických signálů. V této kapitole pro srovnání stručně zmíníme fMRI a některé 
metody neinvazivního snímání optických signálů. Následně se budeme podrobněji věnovat 
metodám měření vnitřních optických signálů (IOS) in vivo. (66)
2.3.1. fMRI
Magnetická rezonance je od 90. let minulého století dominantní metodou při mapování mozku 
a jeho funkcí; fMRI má poměrně vysoké prostorové rozlišení (řádově od 0,1 mm) a přijatelné 
rozlišení temporální, od 0,1 s. Oproti počítačové tomografii umožňuje kontrastnější zobrazení 
tkáně a nevystavuje vyšetřovaného radiaci. Využívá interakce silného magnetického pole a 
jader atomů (většinou vodíku) majících magnetický moment. Prvním způsobem mapování 
neuronální aktivity je detekce lokální krevní perfuze (perfuzní fMRI), druhý využívá změnu 
poměru okysličené a neokysličené krve v místě mozkové aktivity (BOLD, blood oxygenation 
level dependent fMRI). Nevýhodou magnetické rezonance je kromě specifických 
kontraindikací (kardiostimulátory, feromagnetické implantáty) především pořizovací cena 
přístroje a časová i finanční náročnost vyšetření. (52, 80)
2.3.2 Optické signály mozku
Optická detekce mozkové činnosti (OSI, optical signals imaging) měří změny optických 
vlastností nervové tkáně při fyziologické i patofyziologické aktivaci: propustnost, absorpci, 
odrazivost a rozptyl světla. Můžeme rozlišit dvě formy těchto signálů: první je „vnější“, 
založená na použití indikátorů, jež v závislosti na aktivaci mění optické vlastnosti tkáně (např. 
fluorescenci). Barviva senzitivní na elektrické napětí umožňují temporální rozlišení v řádu 
milisekund, ale vzhledem k jejich toxicitě se dají využít jen v experimentálních studiích. 
Naproti tomu detekce „vnitřních“ optických signálů (intrinsic optical signals) kterým se 
věnuje tato práce, spočívá na změnách spojených pouze s vlastnostmi tkáně samotné, a je tak 
přístupná experimentálnímu i klinickému využití. (13, 30, 31, 65)
2.3.2.1 IOS in vivo
Výzkum detekce IOS se zaměřuje především na mapování in vivo, a to buď transkraniálně, 
nebo s operačním přístupem. Mezi společné výhody obou metod patří to, že nevyžadují užití 
přídatných (např. kontrastních) látek nebo elektrofyziologických sond. Při transkraniálním 
přístupu je navíc vyšetření zcela neinvazivní. (20)
DOI a fNIR
Obě tyto metody, difuzní optické zobrazování (diffuse optical imaging, DOI) i funkční 
zobrazování v blízké infračervené oblasti (functional near-infrared imaging, fNIR) 
používají vlnové délky světla kolem 800 nm. Jsou neinvazivní a využívají schopnosti 
biologické tkáně pohlcovat a rozptylovat světelné záření. Jejich principem je detekce 
optických vlastností tkáně v závislosti na hemodynamických změnách, jako změna 
krevního objemu a okysličení krve, díky rozdílům v absorpčním spektru mezi 
oxygenovaným hemoglobinem a deoxyhemoglobinem. Podstatnou nevýhodou těchto 
metod je jejich nízké prostorové rozlišení (cca 10 mm). Oproti funkční magnetické 
rezonanci, která je stále nejvíce používanou metodou pro zobrazování mozkových 
funkcí, má však výhodu například ve vysokém časovém rozlišení (snímky mohou být 
pořizovány ve frekvenci až 50 Hz), nižší technické náročnosti a ceně. (26)
EROS
Event-related optické zobrazování (EROS) je podobně jako u fMRI postup zaměřený 
na detekci signálů u jednotlivých oddělených událostí, kdy se snaží hodnotit odpověď 
na každou takovou událost. Zatímco předchozí zmíněné metody závisí na krevním 
průtoku v dané oblasti, EROS využívá rozptylových vlastností samotné nervové tkáně 
a jejích změn v závislosti na vnitřních či vnějších podnětech a umožňuje vysoké 
prostorové (v řádu mm) i časové (ms) rozlišení. (28, 78)
Při přímém přístupu k mozku je snímání bezkontaktní a dává možnost mapovat aktivitu přímo 
v průběhu operací, přičemž nevyžaduje významnější modifikace operačního pole během 
zákroku. V následujícím textu se zaměříme už jen na snímání IOS při rozšířenějším, přímém 
přístupu k mozku.
Princip techniky optického zobrazování spočívá ve vystavení mozku pokusného objektu 
ozáření světlem vhodné vlnové délky (typicky mezi 600 a 730 nm). CCD kamera pak snímá 
povrch mozku, zatímco dochází ke stimulaci. Na výsledném optickém signálu se podílí 
několik různých faktorů, o kterých se zmíníme dále. Nervová aktivace má za následek vyšší 
absorpci a rozptyl světla, čímž zároveň dochází k nižší reflektanci. Míra změny bývá 0,1-
3,0% a nižší, není tedy zaznamenatelná přímo, ale až s využitím zesílení a případného 
vyčištění signálu. (56)
Širšímu rozšíření použití této techniky u lidí dosud brání některá technická omezení, z nichž 
nejvýznamější je nedostatečná možnost stabilizace obrazu. I při maximálním snížení vibrací 
působících na kameru je signál stále ovlivňován kardiopulmonálním cyklem. (65)
2.3.2.1.1 Zdroje vnitřních optických signálů in vivo
Hlavními komponentami změn vnitřních optických signálů in vivo jsou 
- změny krevního objemu
- redukce chromoforu
- rozptyl světla
První dva faktory jsou hlavně důsledkem zvýšeného metabolismu aktivní mozkové tkáně a 
následné deoxygenaci hemoglobinu v mikrokapilárách. Nervová aktivita způsobuje hydrolýzu 
ATP a regenerace ATP v glukózovém metabolismu vyžaduje kyslík, jehož zdrojem jsou 
v aktivním kortexu primárně molekuly oxy-hemoglobinu v kapilárách. Tím dochází 
k lokálnímu zvýšení koncentrace deoxyhemoglobinu. (88)
Rozptyl světla narůstá jako důsledek zvýšené aktivity a může být zapříčiněn pohybem iontů a 
vody, expanzí nebo kontrakcí extracelulárního prostoru, zvětšením kapilár, nebo uvolněním 
neurotransmiteru. (88)
2.3.2.2 IOS in vitro
Využití OSI in vitro přispívá k pochopení mikroúrovně funkční činnosti mozku. Jako první 
popsali optický záznam nervové aktivity Hill a Keynes v roce 1949 při elektrické stimulaci u 
preparovaného nervu krabí nohy. Následovaly studie zkoumající změny v rozptylu, dvojlomu 
a optické aktivity v průběhu akčních potenciálů na řadě preparovaných nervů bezobratlých i 
obratlovců. V současných podmínkách umožňuje detekce IOS in vitro vysoké prostorové i 
temporální rozlišení u fyziologických i patofyziologických mozkových procesů. (13, 20, 31, 
40)
Při zkoumání preparovaných nekrvavých mozkových řezů se změn optických vlastností 
neúčastní nervovaskulárně podmíněné faktory a změny signálu jsou tak založeny především 
na rozptylu světla. Čím je světelný rozptyl daného média větší, tím více světla je odraženo 
zpět a méně se propustí. Změny rozptylu světla ve zkoumaných mozkových řezech mohou být 
značné, dosahující více než 20% v průběhu několika minut, a dají se snadno pozorovat za 
použití relativně jednoduchých detektorů. (20, 13)
Obr. 2.7: Schéma IOS
2.3.2.2.1 Zdroje vnitřních optických signálů in vitro
Excitační stimulace vede u mozkových řezů ke zvýšení světelné propustnosti (light 
transmittance, LT). Zvýšení světelné propustnosti řezů nervové tkáně je spojováno se 
zvětšením buněčného objemu, její snížení naopak s objemovým úbytkem. Strukturální změny 
na buněčné úrovni při změně LT jsou předmětem výzkumu. Teoreticky pokud se velikost 
objektu přibližně rovná vlnové délce viditelného a infračerveného světla (300-1000 nm) a 
dojde ke změně jeho velikosti, výrazně se změní množství rozptylovaného světla. Týká se to 
například hrotů dendritů, mitochondrií a dalších buněčných organel: při zvětšení objemu 
rozptylují méně světla a zvyšují LT. Při snížení velikosti rozptylují světla více a to vede ke 
snížení propustnosti světla. Při zvětšení objemu buňky se její plazmatická membrána 
rozvinuje a vyhlazuje. Planárnější uspořádání pak propouští více světla, zatímco při opačném 
stavu, snížení buněčného objemu, propouští světla méně. Zároveň se zároveň se zvýšeným 
přesunem vody do buňky snižuje refrakterní index mezi intra- a extracelulárním prostředím, 
což by mělo také přispět ke zvýšení LT. (48)
MacVicar a Hochman (1991) měřili změnu optických signálů u řezů hipokampu v oblasti 
CA1 při synaptické aktivitě indukované Schafferovými kolaterálami. Zablokováním 
synaptického přenosu (pomocí odstranění Ca2+ z extracelulární tekutiny nebo kyselinou 
kynurenovou, tj. antagonistou excitačních aminokyselin) došlo k vymizení optických signálů, 
čímž se prokázalo, že jejich tvorba vyžaduje postsynaptickou aktivaci a není tedy pouze 
důsledkem vylití neurotransmiteru. Optické změny se také podařilo blokovat snížením 
extracelulárního Cl- (náhradou za glukonát) nebo aplikací furosemidu, což ukazuje na význam 
Cl- transportu (především Na-K-2Cl kotransportu) při utváření optických signálů. IOS by tedy 
mohly vznikat důsledkem zvětšování objemu gliových buněk (astrocytů), způsobeném ionty 
draslíku uvolněnými z neuronů během excitace. (51)
Role glie a neuronů (stejně jako subbuněčných částic) zůstává zatím stále sporná, ale existují 
důkazy o podílu obou komponent. Význam neuronů jako zdroje optických signálů ukazují 
závěry excitotoxických experimentů, kde aplikace glutamátových agonistů N-metyl-D-
aspartátu nebo kainátu vedla k velkému zvýšení IOS, které nebylo ovlivněno ani furosemidem 
(blokátorem Na+-K+-2Cl- transportního systému). (7, 13, 64)
Řada studií naproti tomu přisuzuje hlavní úlohu právě otoku gliových buněk, ke kterému u 
nich dochází při zvýšeném vstupu K+ iontů, doprovázeném přestupem vody z extracelulárního 
prostoru. (51, 75)
Holthoffův výzkum nicméně ukázal, že IOS přímo nekorelují se změnami extracelulární 
hladiny K+. V pozdější studii (2007) dospěl k závěru, že jsou IOS sice spojené se změnami 
extracelulárního prostoru, ale jsou především striktně vázány k synaptickému přenosu (42, 43, 
83)
Buchheimová a kol. potvrdili ve svém výzkumu roli glie, když zaznamenali snížení optických 
signálů při blokaci její funkce fluoracetátem (FAC), a následně zkoumali podíl mitochondrií 
na vzniku optických signálů. Blokování funkce mitochondrií aplikací rotenonu vedlo rovněž 
ke snížení amplitudy naměřených signálů. (13)
2.3.2.3. Furosemid
Furosemid (furosemide, Lasix; 5-(aminosulfonyl)-4-chlor-2-[(2-furylmethyl)amino]benzoová 
kyselina) je jedním z nejsilnějších klinicky používaných diuretik. Patří mezi diuretika tzv. 
kličková, jež inhibující zpětnou resorpci NaCl ve vzestupném tlustém raménku Henleovy 
kličky. (29, 37)
Hlavním účinným mechanismem furosemidu je reverzibilní inhibice Na-K-2Cl kontransportu. 
Na+-K+-2Cl- kontransportér (NKCC) je protein, který se nachází v plazmatické membráně a 
umožňuje aktivní transport sodíku, draslíku a chloru. Pro pohyb iontů přes membránu využívá 
elektrochemického gradientu sodíku a jelikož přenáší všechny tři látky jedním směrem, 
označuje se tento děj jako aktivní symport. Společně s jedním iontem Na+ a jedním K+ jsou 
transportovány dva ionty Cl-, a je tak zachována elektroneutralita. NKCC se vyskytuje ve 
dvou izoformách, označovaných NKCC1 a NKCC2. Oba typy se dají inhibovat diuretiky 
Henleovy kličky. (25)
Zatímco forma NKCC2 je specifická pouze pro ledviny, NKCC1 se kromě nejčastějšího 
výskytu v bazolaterální membráně exokrinních žláz objevuje i ve zralých senzorických 
neuronech a v nezralém mozku, kde zvyšováním intracelulární koncentrace Cl- zodpovídá za 
excitační GABAergní aktivitu. Se zráním mozku exprese NKCC1 klesá, zatímco stoupá 
exprese KCC2 (K+-Cl- kotransportér 2, viz obrázek 2.8.) a snižuje se intracelulární 
koncentrace Cl-. (19, 33)
Obr. 2.8: Schéma funkce dvou chloridových kotransportérů u neuronu citlivého na 
GABA a/nebo glycin. NKCC1 = Na+-K+-2Cl- kontransportér 1; KCC2 - K+-Cl-
kotransportér 2; [Cli] = intracelulární koncetrace Cl
-.
Elektrochemická pozice Cl- iontů se u jednotlivých typů buněk různí. Hladina intracelulární 
koncentrace je u astrocytů více než 35 mM, zatímco u většiny neuronů snižují Cl-pumpy 
koncentraci pod hladinu předpokládané rovnováhy (dosahované pasivním rozdělením iontů), 
a tak umožňuje při otevření Cl- kanálů vstup těchto částic do buňky a tím i hyperpolarizaci 
inhibičních synapsí (IPSP, inhibiční postsynaptický potenciál). Pokud však z jakéhokoliv 
důvodu dojde k velkému snížení extracelulární koncentrace Cl- oproti intracelulární, bude mít 
otevření Cl- kanálů naopak excitační efekt. (74)
Na-K-2Cl kontransport se významně účastní zvýšeného vstupu draselných iontů do glie, což 
je, vzhledem k souvisejícímu vstupu vody, spojeno se zvětšováním jejího objemu. Jak je 
uvedeno v kapitole o vnitřních optických signálech, zvětšení buněčného (resp. zmenšení 
extracelulárního) objemu je považováno za jeden z faktorů způsobujících změnu optických 
vlastností tkáně. Synaptická funkce neuronů přitom není furosemidem inhibována. (25, 51)
Kromě inhibice Na-K-2Cl kontransportu je furosemid v mikromolových koncentracích také 
nekompetitivním blokátorem specifického typu (α6β2/3γ 2) GABAA receptorů. GABA 
receptory jsou bohatě zastoupeny u nervových i gliových buněk a jejich aktivace vede za 
fyziologických podmínek ke zvýšení konduktance pro Cl-. V protikladu k některým 
předchozím studiím však Korpi a kol. (1995) nezaznamenali přítomnost α6β2/3γ 2 GABAA
receptorů u hipokampálních neuronů. (46, 76, 81)
Haglund (2005) sbíral elektrofyziologická a optická data z exponované mozkové kůry při 
aplikaci furosemidu u anestetizovaných pacientů s epilepsií, kterým nepomáhala léčba 
antiepileptiky a podstupovali proto chirurgický zákrok. Zjistil, že furosemid potlačuje 
epileptickou aktivitu, která nereaguje na standardní medikaci. (35)
Použití furosemidu in vivo je znesnadněno jeho velkým diuretickým účinkem, ale může 
sloužit jako vodítko při vytváření nových sloučenin, které by dokázaly selektivně blokovat 
různé typy GABAA receptorů. Klinicky by mohly mít význam jeho antikonvulzivní účinky, 
pozorované u populace s preskripcí furosemidu (a některých dalších diuretik) a prokázané (in 
vitro) Gutschmidtem a kol. (1999) V jejich studii perfuze furosemidem snížila o 65% 
stimulací způsobený vzestup K+ iontů v extracelulárním prostoru. Tento efekt však nemůže 
vysvětlit blokace Na-K-2Cl kotransportu, jež by vedla naopak k dalšímu zvýšení koncentrace 
K+. (32, 39)
3. Cíl práce a hypotézy
3.1 Cíl práce
Cílem této práce je zjistit, jak furosemid ovlivňuje vnitřní optické signály u potkaního 
hipokampu.
3.2 Hypotézy
1. Při stimulaci nervové tkáně dochází ke zvýšení vnitřních optických signálů.
2. Aplikace furosemidu sníží změnu IOS.
3. Změna transmitance je závislá na anatomické struktuře a lokalizaci zvolené zóny 
měření.
4. Metodika
Výzkum byl prováděn na čtyřtýdenních laboratorních potkanech kmene Wistar na oddělení 
vývojové epileptologie FGÚ AVČR. Všechny experimenty byly vedeny podle platných 
norem na práci se zvířaty a byly schváleny etickou komisí FGÚ AVČR.
Pro naši studii jsme použili živých mozkových řezů potkaního hipokampu. Po anestezii a 
dekapitaci potkana je mozek spěšně vyjmut z lebky a rozřezán v okysličeném (95%) a 
chlazeném (-0,5°C) umělém mozkomíšním moku (ACSF, artificial cerebrospinal fluid) 
v horizontální rovině pomocí vibratomu. Řezy o tloušťce 400 µm jsou okamžitě po preparaci 
přeneseny do udržovací komory pro 120minutové zotavení. I zde jsou ponořeny do ACSF 
s kontinuální perfuzí kyslíkem. K experimentu jsme během čtyři měření využili celkem 7 
řezů; vždy jeden řez byl přenesen do nahrávací komůrky, kde bylo zajištěno promývání 
ponořeného řezu proudícím okysličovaným ACSF o teplotě 23°C při rychlosti 2 ml/min. 
Složení umělého mozkomíšního roztoku bylo následující (v mM): 126 NaCl; 26 NaHCO3; 1,8 
KCl; 1,25 KH2PO4; 1,3 MgSO4; 2,4 CaCl2; 10 glukóza.
Synaptickou aktivaci tkáně jsme prováděli pomocí bipolární stimulační elektrody, která byla 
umístěna v oblasti hilu DG. Pro snímání evokovaných potenciálů jsme použili skleněnou 
registrační elektrodu (8-10 M Ω) naplněnou 1M NaCl a umístěnou v pyramidové vrstvě 
regionu CA3. 10 minut po umístění řezu pod mikroskop jsme měřili odpověď na samostatný 
stimul a při dosažení stabilní odezvy jsme stanovili podnětový práh (T). Následně jsme 
prováděli stimulaci sérií výbojů v trvání 20s při frekvenci 20Hz a intenzitě 2T; pauza mezi 
jednotlivými měřeními byla 10 minut. Souběžně jsme za prosvětlení řezu bílým světlem 
měřili optickou odezvu tkáně. Stejný postup jsme poté opakovali při úpravě perfuzního 
roztoku přidáním furosemidu v koncentraci 0,5 mM.
Ke snímání optických signálů jsme využívali chlazenou dvanáctibitovou CCD kameru 
RETIGA2000R připojenou na mikroskop Olympus BX51 WI se submerzním objektivem. Pro 
vyhodnocování jsme získali série 12bitových (průměrem přes několik pixelů) hodnot intenzity 
v závislosti na času. Dvanáctibitové pixelové hodnoty jsou lineárně proporční vůči absolutní 
úrovni prosvícení. Pro každou sérii jsme také vypočítali (pixel-by-pixel) diferenční obraz, za 
použití kontrolního snímku jako podkladu pro každý další snímek dané série:
ΔI / I = (Imagei - Imagekontrolní) / Imagekontrolní
Získané snímky jsme vyhodnocovali ve speciální aplikaci IOS Explorer, vytvořené MUDr. J. 
Otáhalem, PhD. v programovém prostředí MATLAB (Mathworks, USA), a zaznamenávali 
jsme charakteristické oblasti křivky (maximum, decrease) ve třech zónách měření (ROI, 
regions of interest), zvolených na základě anatomické struktury. Pro statistické porovnání 
kontrolních IOS a furosemidem ovlivněných IOS jsme použili t-test. Rozdíly v naměřených 
absolutních hodnotách u jednotlivých řezů jsme vyrovnali převedením na procentuální změnu 
IOS.
5. Výsledky
Analyzovali jsme celkem 7 řezů potkaního hipokampu. U každého z nich jsme zvolili tři 
různé ROI tak, aby ROI1 ležel v dendritické vrstvě v blízkosti stimulační elektrody, ROI2 v 
pyramidové vrstvě CA3 a ROI3 v dendritické oblasti CA3 blízké ROI2. Navíc jsme pro 
kontrolu zaznamenávali hodnoty při ROI zvoleném jako celková plocha viditelné oblasti. IOS 
byly měřeny v jednotlivých ROI při elektrické stimulaci s perfuzí ACSF a při elektrické 
stimulaci po perfuzi furosemidem.
Obr. 5.1: Snímek řezu s naznačenými ROI. CA3 = cornu ammonis 3; DG = gyrus 
dentatus; 1-3 = zvolené dílčí ROI; 4 = ROI (bílý obdélník) jako celá plocha viditelné 
oblasti řezu.
Následující grafy zobrazují odpovědi v jednotlivých ROI u jednoho z řezů. Na ose X je pořadí 
zaznamenaných snímků, na ose Y procentuální změna IOS. Naměřená data dokládají, jak na 
elektrickou stimulaci reagují vnitřní optické signály.
Obr. 5.2: vnitřní optické signály v oblasti ROI1; vlevo kontrolní stimulace, vpravo 
stimulace při perfuzi furosemidem
Obr. 5.3: vnitřní optické signály v oblasti ROI2; vlevo kontrolní stimulace, vpravo 
stimulace při perfuzi furosemidem
Obr. 5.4: vnitřní optické signály v oblasti ROI3; vlevo kontrolní stimulace, vpravo 
stimulace při perfuzi furosemidem
Obr. 5.5: vnitřní optické signály v oblasti ROI4  (celá plocha); vlevo kontrolní 
stimulace, vpravo stimulace při perfuzi furosemidem
Obr. 5.6: Výsledek párového t-testu pro ROI1. Střední hodnota 1,160, std. odchylka 
0,0999, SEM 0,0378. ** P < 0,01 (P = 0,006)
             
Obr. 5.7: Výsledek párového t-testu pro ROI2. Střední hodnota 1,077, std. odchylka 
0,0672, SEM 0,0254. * P < 0,05 (P = 0,023)
Obr. 5.8: Výsledek párového t-testu pro ROI3. Střední hodnota 1,089, std. odchylka 
0,0111, SEM 0,0421. P = 0,023.
Výsledky nepotvrdily naši hypotézu, že se při perfuzi furosemidem optické signály sníží. Ve 
všech třech ROI naopak došlo k jejich zvýšení (obrázky 5.2-5.8). Potvrdilo se, že změna 
transmitance variuje podla místa měření. Největší změnu vykazovala dendritická vrstva v 
blízkosti elektrody (ROI1). U ROI3 byla naměřená změna menší než signifikantní.
Na poslední sérii obrázků (obr. 5.9) porovnáme změny v časovém průběhu u stimulace bez 
perfuze furosemidu (vlevo) a s ní (vpravo). Interval mezi snímky jsme volili tak, aby bylo 
možné sledovat rychlý vzestup IOS a jejich pozvolný pokles. 
pořadí snímků: A=10, B=17, C=21, D=25, E=30, F=35, G=50, H=75, I=100, J=140
škála intenzity změn IOS:
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Obr. 5.9: Změny IOS po převodu na barevnou škálu. Pořadí snímků: A=10, B=17, C=21, 
D=25, E=30, F=35, G=50, H=75, I=100, J=140
6. Diskuse
6.1 Diskuse – metodika
Pro náš experiment jsme měli k dispozici nahrávací komůrku, kde je mozkový řez zcela 
ponořen (submerged recording chamber) do umělého mozkomíšního moku. Tato metoda 
umožňuje vytvoření podmínek podobnějších stavu in vivo, než konfigurace, kde je řez ve 
styku s atmosférou (interface type recording chamber). Zároveň však může být nezbytné 
permanentní proudění perfuzního roztoku zdrojem šumu při detekci signálů.
Významný rozdíl v porovnání s živým organismem může tvořit rozdíl rychlosti, s jakou jsou 
z extracelulárního prostoru odváděny ionty, a především pak rozdílná perfuze kyslíkem. 
Zhoršené zásobení kyslíkem má negativní vliv na mitochondriální funkce a reakce na 
stimulaci. In vitro, tedy v nevaskularizované tkáni, je dodávka kyslíku pokrývána pouze difuzí 
a nereflektuje energetickou poptávku buněk, zatímco v reálném prostředí by po stimulaci 
následovalo zvýšení krevního průtoku. (16, 79)
Je možné, že jsou vzhledem k použité metodě naše výsledky ovlivněny právě nedostatečnou 
oxygenací řezů. Pro následující experimenty by bylo vhodné vzít v úvahu nedávná měření 
Hájose et al. (2009). Jejich studie se zabývala možnostmi zlepšení oxygenace při práci se 
submerged recording chambre a uvedla tři způsoby, jak dodávku kyslíku zkoumané tkáni 
zvýšit. Prvním je úprava nahrávací komůrky tak, aby se optimalizovalo laminární proudění 
používaného roztoku. Druhým je zvýšení rychlosti proudění perfuzní tekutiny (na 4,1-6,0 
ml/min) a třetím další úprava komůrky, která umožní omývání obou stran mozkového řezu. 
Tato vylepšení jim umožnila u ponořených řezů pozorovat spontánní i farmakologicky 
indukovanou aktivitu a přiblížit se tak podmínkám in vivo. (36)
Je třeba též zmínit fakt, že se jednotlivé hipokampální řezy mohou lišit počtem zachovalých 
nervových vláken a tedy i mírou své vnitřní konektivity. Tyto faktory jsou závislé na způsobu 
vedení a provedení řezu a jeho odchylce od transverzální roviny.
6.2 Diskuse – výsledky
Cílem této práce bylo zjistit, jaké účinky na IOS bude mít perfuze furosemidem u potkaních 
řezů hipokampu. Základní hypotézou prováděného experimentu bylo, že se při stimulaci zvýší 
světelná propustnost tkáně, dále pak že při aplikaci furosemidu bude velikost této změny nižší 
a že se optická odpověď bude lišit v anatomicky různých lokalitách tkáně. K testování těchto 
hypotéz byly analyzovány snímky zachycující změny vnitřních optických signálů 
v experimentálních podmínkách.
První námi stanovená hypotéza se potvrdila, stimulace v oblasti DG vedla k propagaci 
aktivity do oblasti CA3 a v obou lokalitách došlo ke zvýšení světelné propustnosti. Po 
skončení stimulace se IOS zvolna navracely k původním hodnotám. Přestože není dosud 
mechanismus vzniku IOS zcela objasněn, výzkumy ukazují na význam extracelulárního K+ a 
gliových buněk. Při synaptickém přenosu dochází ke zvýšení koncentrace draselných iontů 
v extracelulárním prostoru, což stimuluje Na-K-2Cl kotransport astrocytů a vede k akumulaci 
KCl a vody v nich. Otok buněk je považován za jeden ze zdrojů změn optických vlastností, 
jak je blíže vysvětleno v kapitole o IOS. Při interpretaci optických signálů je však třeba dbát 
opatrnosti. IOS nejsou generovány pouze zvětšováním objemu gliových buněk; excitotoxický 
a osmotický otok jsou fyziologicky odlišné, stejně jako s nimi spojené IOS. Časový průběh 
změn IOS se též zcela nekryje s průběhem změn extracelulárního objemu a je zapotřebí 
dalších studií k odkrytí vlivu jednotlivých komponent na IOS. (8, 51, 75,)
Nepotvrdila se naše druhá hypotéza, že dojde ke snížení IOS při aplikaci furosemidu. 
MacVicar et al. (1991) popsali při perfuzi řezů hipokampu furosemidem téměř úplnou blokaci 
optických signálů v oblasti CA1, zatímco naše data ukazují opak. Jednou z eventuálních 
příčin, které jsme vzali v úvahu, bylo rozdílné stáří pokusných zvířat a s ním související 
odlišná exprese specifických GABAA receptorů v hipokampu. Tato domněnka se však 
nepotvrdila: stáří potkanů v obou experimentech bylo podobné, kolem čtyř týdnů. (51)
Možným vysvětlením odlišných výsledků je rozdílná koncentrace furosemidu použitého pro 
perfuzi řezů. Ve zmíněné studii byla použita koncentrace 5 mM, zatímco v 
našem experimentu jsme testovali koncentraci řádově nižší, 0,2 mM. Bylo by vhodné 
experimentálně ověřit účinnost různých koncentrací furosemidu. Nabízí se hypotéza, že by 
nízké koncentrace furosemidu mohly primárně působit cestou blokády specifických subtypů 
GABAA receptorů a působit tak desinhibičně.
Zvýšení excitability v souvislosti s aplikací furosemidu zaznamenal Gutschmidt (1999), a to 
kolem 10.-15. minuty po začátku perfuze. Okolo 45. minuty následovala postupná redukce 
excitability. Extracelulární koncentrace K+ může během elektrické stimulace a spontánní 
epileptické aktivity vzrůst až ke 12 mM. Prokonvulzivní efekt takového zvýšení hladiny K+ je 
patrně výraznější než změna u kteréhokoliv jiného extracelulárního iontu. Excitabilita 
neuronů je v takových podmínkách zvýšena několika mechanismy, mezi které patří snížená 
mobilita K+, snížená inhibice zprostředkovávaná GABAA receptory a otok gliových buněk, 
zapříčiněný vstupem K+. (32, 77)
Abychom mohli lépe interpretovat získaná data, bude třeba se v následných experimentech 
zaměřit na dobu inkubace a koncentraci furosemidu, případně na efekt jemu příbuzných látek, 
např. bumetanidu.
Třetí hypotéza, týkající se odlišných IOS v různých zvolených oblastech měření, byla 
potvrzena. Dendritická oblast vykazuje při repetitivní stimulaci výraznější zvýšení IOS než 
pyramidová vrstva. To se shoduje se závěry výzkumů, které přisuzují největší změny objemu 
gliovým buňkám a větší změny nervovým vláknům oproti tělům buněk. (13, 75, 83)
7. Závěr
Naše výsledky potvrdily závislost vnitřních optických signálů na aktivitě tkáně. Při elektrické 
stimulaci došlo k signifikantnímu zvýšení IOS. Potvrdili jsme také hypotézu, že se bude 
v různých hipokampálních regionech velikost změny IOS lišit v souvislosti s anatomickou 
strukturou tkáně a jejími fyziologickými vlastnostmi. Funkční podklad optických změn však 
zůstává z velké části neprozkoumaný.
Při aplikaci furosemidu jsme nezaznamenali snížení IOS, ale naopak jejich zvýšení. 
Domníváme se, že byl tento efekt způsoben nízkou použitou koncentrací furosemidu, ale pro 
bližší porozumění mechanismu účinku furosemidu bude třeba provést další experimenty. Tato 
práce byla součástí dlouhodobého výzkumu na oddělení vývojové epileptologie FGÚ AVČR, 
který dále pokračuje.
8. Seznam zkratek
ACSF – umělý mozkomíšní mok
AMPA – aminopropionová kyselina
ATP – adenosin trifosfát
CA – cornu Ammonis
CT – výpočetní tomografie
CNS – centrální nervový systém
DG – gyrus dentatus
DOI – difuzní optické zobrazování
DNA – deoxyribonukleová kyselina
EC – entorinální komplex
EEG – elektroencefalografie
EPSP – excitační postsynaptický potenciál
EROS – event-related optické zobrazování
FAC – fluoracetát
fMRI – funkční magnetická rezonance
fNIR – funkční zobrazování v blízké infračervené oblasti
GABA – kyselina gama-aminomáselná
IOS – vnitřní optické signály
IPSP – inhibiční postsynaptický potenciál
KCC2 –  K+-Cl- kotransportér 2
LT – světelná propustnost, transmitance
LTP – dlouhodobá potenciace
MRI – magnetická rezonance
MRS – protonová magnetická rezonanční spektroskopie
nAChR – acetylcholinový receptor nikotinového typu
NKCC – Na+-K+-2Cl- kontransportér
NMDA – N-metyl-d-aspartát
OSI – zobrazování optických signálů
PET – pozitronová emisní tomografie
ROI – zvolený region měření
RVD – regulační snížení objemu
SPECT – jednofotonová emisní tomografie
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